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5 BIOKOMPATIBLE MKROKAPSELN 

BESCHREIBUNG 

KintergniTiH \ ; 

io • 

Die Mikroeinkapselung von ivlaterialien fur den Transport zu und/oder das Wachstum in einem 
Tier ist ein Forschungsgebiet, das derzeit viel Interesse anzieht Die Verwendung von 
Mikrokapseln stellt das Potential ftlr derartig medizinisch wichtige Veffahren, wie die 
Behancilung von Insulin-abhangi^em Diabetes mellitus (EDDM) bei Menschen durch die 
15 Transplantation InsuM-herstellender Zellen und die zeitbestinimte Freisetzung oder langfiistige 
Abgabe von Arzneimitteln an ein Tier, zur Verfiigung. 

Die Mikroeinkapseiungs-Membran spielt eine enlscheidende Rolle bei der Behandlung von 
EDDM durch mikroeingekapselte Inselzellen, als audi der Behandhing anderer Kxankheiten mit 

20 anderem eingekapselten Material. Sie mufi nicht nur die Proteine des Immunsystems daran 
hindem, in die Kapsel einzudringen, sondern sie muB auch auf biokompatible Weise mit den 
Wirtsgeweben wechselwirken. In diesem Sinn bedeutet Biokompatibilitat, daB die Membran 
keine entzundliche Antwort hervorrufen wird, und daB sie die Zelladhasion nicht fordem und 
die Oberwachsung nicht stimulieren wird. Wenn eine Gberwachsung auftritt, wird die 

25" Sauerstoff- und Nahrstbfl&iufuhr zu den Inselzellen eingeschrankt, und sie werden absterben. 
Das Fachgebiet der Biokompatibiiitat von Mikrokapseln hat jedoch verhaltnismafiig geringe 
Aufinerksamkeit erhalten. "\ 

Das Prinzip der Immunisolation besteht darin, die Zellen mit einer biokompatiblen semi- 
30 permeablen Membran zu umgeben, welche die freie Diffusion von Nahrstoffen, Botschafter- 
verbindungen, Zellabfallen und Zellprodiikten gestattet, wahrend die Zellen vor dcm Immun- 
system des Wirts isoliert sind. Die Zellen konnen individuell oder in eirier Gewebeanhaufiing 
, voriiegen. Die Botschafterverbindungen mid Zellprodukte schUefien Glucose, Ca 2+ und Insulin 
... " ein. / \ - 

• 35 - . ' , ■ " .•' : , , ■ 

Es existieren zwei Verfahren fur die Immunisolation von Zellen: Hohlfaser-Vorrichhingen und 
Mikroeinkapselung, Eine Form von Hohlfaser- Vorrichtungeri ist ! ein kiinstliches Kapillar- 
system, das aus Hohlfasern besteht, an welche Zellen auf deren AuBehseiten angeimpft werden, 



und welche in einer starren Kammer eingeschlossen sind, welche mit dem Empf&nger als ein 
GefiB-NebenschluB verbunden ist Friihere Vorrichtiingen, welche tnsulin-herstellende Zellen 
einsetzten, kehrten Diabetes mit" hohen Dosierungen yon Heparin iiber begrenzte Zeitdauem 
hin urn; Sun et ai. (1977) Diabetes, 26: 1136-39. Aber selbst mit Heparin war die 
Blutgerinnselbildung ein grofleres Problem. Urn die Bildung von Gerinnseln, welche die Zellen 
erstickeii lieBen, zu vermindern, haben Altman et al. (1986) erfolgreich Amicon-Fasera 
angeimpft, wobei nahezu die Halfte der Empfangertiere uber ein Jahr lang normale Blut- 
Glucosespiegel aufwiesen; Altman et al. (1986) Diabetes, 35:625-33. Die Amiconfasern sind 
jedoch zerbrechlich, und sie besitzen eine begrenzte Oberflache, .die fur DifRision zur 
Verfiigung steht. Eine U-formige Ultrafiltrations-Auslegung, die von Reach et al. entwickelt 
wurde, kann das Diffusionsproblem losen, aber diese Auslegung wird noch von der Zer- 
brechlichkeit der Amicon-Fasern und von der Bildung von Bhitgerinnseln an der Ver- 
bindungsstelle mit dem GefaBsystem beeintrachtigt; Reach et al. (1984) Diabetes, 33 :752-61. 

Die Transplantation von mikroeingekapselten Zellen oder Gewebe kann die mit Hohlfasern 
assoziierten Probleme der Diffusionseinschrankungen und GefaBkomplikationen uberwindea 
Ursprflnglich demonstrierten Sun und Lim die Technik durch Einkapseln von Inselzellen aus 
der Ratten-Bauchspeicheldriise in eine Membran, welche aus Schichten von Alginat, Polylysin 
und Polyethylenimin aufgebaut war; Sun und Lim (1980) Science, 210: 908-910. Die 
Mikrokapseln wurden in chemisch induziefte diabetische Ratten injiziert Diese Mikrokapseln 
korrigierten den diabetsichen Zustand lediglich 2 bis 3 Wochen lang. 

Schrittweise hat sich die Technik verbessert. Eine groBe Verbesserung bestand in der 
Herstellung der vielschichtigen Membran aus Alginat-Polylysin-Alginat, welche fester ist und 
steuerbare Permeabilitats-Parameter aufweist; Goosen et aL (1985) Biotech, and Bioengin., 
XXVII: 146-50'. King und Goosen et al. entwickelten Verfahren zur Verringerung der 
Viskositit des Gels im Inneren, so dafi das Gewebe oder die Zellen in einer naturlicheren 
Umgebung vorliegen; (1987) Biotechnology Progress, 3:231-240. Ein weiterer Fortschritt 
bestand in der Herstellung der Mikrokapseln in einer gleicbionnigeren, glatten, spharischen 
Gestalt, welche ihre Festigkeit verbesserte; Walter et al., Poster-Gruppe H; 

Mt diesen Veranderungen haben Sun et al. Langerhanssche Inseln aus Ratten in chemisch 
induzierte diabetische Ratten transplantiert,. welche den diabetischen Zustand bis zu 780 Tage 
lang umkehrten; Sun (1987), Trans Am Soc. Artif. Intern Organs, 2QO0II:787-790. Invitro- 
Untersuchungen haben gezeigt, daJ3 Antikerper aus menschlichen Patienten mit Diabetes vom 
Typ . 1 nicht in der Lage waren, eingekapselte Zellen zu unterdriicken; Darquy and Reach 
(1985), Diabetologia, 28:776-80. Deshalb scheint es so, dafi die Mikroeinkapselung Zellen vor 
Antikorpern schiitzen kana Jedoch bestehen noch niehrere ernste Probleme hinsichtlich der 



■ • •. ' ' ' . , - -3- ; ; 

Biokompatibilitat. Sun hat uber das Auffinden von fibroblastenahnlichen Zellen auf den 
aufleren Oberflachen von intakten Mikrokapseln berichtet. Sun hatte die mikroeingekapselten 
Ratten-Inselzellen in diabetische Ratten transplantiert; Sun (1987) Trans Am. Soc. Artif. Intern 
Organs, XXXHI :787-790. In seinen Artikeln hat Sun spezifisch die Notwendigkeit zur 
5 Verbesserung der Biokompatibilitat der Mikrokapseln erkannt; ebenda aiif S.810. 

In anderen veroffentlichten Untersuchungen war diese entzundliche Antwort auf transplantierte 
mikrbeingekapselte Zellen ebenfalls ersichtlich; In einer weiteren Untersuchung von mikro- 
eingekapselten Ratten-Inselzellen stellten O'Shea und Sun fest, daB die Mikrokapseln, welche 

10 sie in chemisch induzierte diabetische Mause transplantiert hatten, eine Zelluberwachsung im 
Bereich von 0-10 Zellschichten aufwiesen. Die uberwachsenden Zellen umfaBten Fibroblasten, 
makrbphagenahnUche Zellen und Neutrophils Es war auch Kollagen um die Kapselh herum 
vorhanden; O'Sheaund Sun (1986), Diabetes, 35:943-94(5. Wiederum erkannten O'Shea und 
Sun ausdriicklich, daB die Biokompatibilitat der Mikrokapseln verbessert werden muB; eb^da 

15 aufS. 946. 

Die Entzflndungsantwort ist nicht auf Transplantate von Inselzellen beschrankt Wong und 
Chang haben uber das Zuruckgewinnen von verklumpten Mikrokapseln von Ratten-Hepato- 
zyten berichtet, naehdem diese in Mause mit Leberschaden transplantiert worden waren. Sie 
20 fanden keine lebensfahigen Zellen innerhalb der verklumpten Mikrokapseln, welche nur sieben 
Tage nach der Transplantation zuruckgewonnen worden waren; Wong und Chang (1988) 
Biomat, Art. Cells, Art. Org., 16(4) : 73 1-739. Die Zellen starben wahrscheinlich, weil sae von 
Nahristoffen abgeschnitten wurden, als die Zellen die semipermeable Menbran uberwuchsen. 

25 Derzeitige Zubereitungen fur Mikrokapseln resultieren in Algin— polykationisches Polymer— 
Algin-Verbundstrukturen. Die Aufienseite dieser Membranen ist aufgrund des Algins negativ 
geladen und kanri aufgrund des freiliegenden Polykations positive Ladungen aufweisen; als 
solche unterstutzen sie die Proteinadsorption und die Zellanheftung. Im allgemeinen werden 
diese Mikrokapseln von Fibroblasten und anderen Zellen uberwachsen. Dieses Oberwachsen 

30 hat viele negative Wirkungen, einschlieBlich einer Stoning des Funktionierens der Mikrokapsel 
durch Blockieren der Permeabilitat, und einer Einleitung einer Immunantwort durch das 
Wirtstier. 

Die MSkroeh^pselirngs-Technik, welche bisher den besten Erfolg hatte, ist diejenige von 
35 ; O'Shea und Sun (1986), Diabetes, 35:943-946. Ihr Verfahren verwendet die starke 
Wechselwirkung zwischen groBen vielfach geladenen Molekulen, einem kationischen und 
einem anionischen, um eine sehr dunne, stabile,, spharische Membranhulle zu bilden, welche 



bestandig gegen die Diffusion groBer Proteine, wie AntikSrpern, ist, wahrend die Diffusion 
; kleinerer Prbteine, wie Insulin, gestattet wird. 

Eine derartige Membran wird durch Suspendieren der einzukapselnden Zellen in einer Losung 
5 von Algin, einem polyanionischen Polysaccharide welches aus Braunaigen erhalten wird, 
■ erhalten. Es werden sehr kleine TrOpfchen dieser Losung gebiidet, in Abhangigkeit von der 
Grpfie des einzukapselnden Materials etwa von 0, 1-1,0 mm Durchmesser, und diese Tropfchen 
werden beim Kontakt mit einer ziemlich hoch konzentrierten Losung von Calciumchlorid, 0,2 - 
1,6 % Ca&2, gelliert Die Calciumkationen dienen in dieser hohen Konzentration dazu, die 
10 anionischen Polysaccharidketten reversibel zu veraetzen, wodurch das Gel gebiidet wird; 

Um eine Membran zu erhalten, welche bei physiologischen Calcium-Konzentrationen stabil ist, 
wird die negativ geladene Mikrokapsel in eine Losung eines positiy geladenen Polymers, zum 
Beispiel Polylysin, gebracht. Die entgegengesetzten Ladungen interagieren, was zu' einer sehr 
15 starken Adsorption des Polylysins fuhrt und in einer stabilen, stark vernetzten Oberflache 
resultiert. Auf ahnliche Weise wird eine aufiere Schicht aus Algm hinzugefiigt, wodurch eine 
zusammengesetzteAlgin-Polylysm-Algm-Verbund-Dreiscmchtmembran 

Der feste innere Kern aus gelliertem Algin wird durch Einbringen der Mikrokapseln in eine 
20 Losung aus Natriumcitrat, um das gehierende Calcium als Chelat zu komplexieren, verfiussigt. 
Bei physiologischen Calciumspiegeln bleibt der Kern flussig, und das Algin, falls von genugend 
niedrigem Molekulargewicht, difiundiert aus dem Kern, Das Ergebnis ist eine spharische 
Schale aus Algin-Polylysin-Algin, welche die mikroeingekapselten Zellen umgibt. 

' ■ 

25 Es ist vbrhersagbar, daC eine derartige Algin-Polylysin-Algin-Mikrokapsel einer Oberwachsung 
durch Gewebe nicht widerstehen wird. Die auBere Oberflache ist stark geladen, sowohl mit 
positiven als auch negativen Ladungen, und man wiirde daher von dieser erwarten, daB sie 
bedeutende Mengen an Protein adsorbiert und die Zelladhasion fbrdert; Andrade et aL (1986), 
Adv. Polymer Scl, 7£: 1-63. Experimentell ist beobachtet worden, daB die Gewebeiiber- 

10 wachsung der Schwachpunkt der Mikroeinkapselungs-Therapie ist; O'Shea und Sun (1986). 

t - • * . 

1 . * 1 . * *. 

In zahlreichen Fallen ist Poly(ethylenoxid) (PEO) yerwendet worden, um die Zellanheftung zu 
veningern. Zum Beispiel wurde von PEG-CfberzQgen auf PVC-Schlauchen berichtet, die 
Plattchen-Adhasion in_ytao sigmfikant zu vermindern und die Adhasion und Thrombus- 
5 BUdung in 72-Tage-PVC-Schlauchimplantaten in vivo zu verhindern (Y. Mori gl a]., Trans. 
Am. Sqcl Artif. Intern. Organs 28: 459 (1982)). Die Volumenbeschrankungs- und osmotischen 
AbstoBungs-Effekte wurden der Erzeugung einer geringen Adsorption von Blutbestandteilen 
zugeschrieben; (ebenda). Spatere Forschungisarbeiten kamen zum Ergebnis, daB Mikro- 



stromungen von Wasser auftraten, welche durch die wimpernartigen Bewegungen hydrati- 
. ; sierter PEO-Ketten hervorgerufen wurden, welche die Plasmaproteine daran hindern, aiif die 
Oberflache der bescfaichteten PVC-Schlauche zu absorbieren; (S. Nagaoka und A. Nakao 
Biomaterials 11:119(1990)). 
5 " " : ' ' ' : ■ • • ■ \ : " ' ■ . 

Zusatzlich zu den PVC-Schlaucb-Beschichtungen ist von anderer Seite berichtet worden, dafi 
segmentierte Polyurethane mit PEO al s dem weichen Segment beim Giefien als FoUen oder 
Besciuchtungen eine yerringerte Plattchenzuruckhaltung in vitro aufweisen (E. W. Merrill et 
Trans. Am Soc. Artif. Intern. Organs 28:482 (1982)). Es wurde gezeigt, dafi PEG^ 
10 Polyurethanbescbichtungen auf aus Pellethane hergestellten Scheiben bewirken, dafi die 
Scheiben bei Implantation in die Bauchhohten von Mausen bis zu 3 Monate lang eine 
vermmderte zellulare Adhasion aufweisen (S. K Hunter et al., trans. Am. Soc Artif Intern. 
Organs 29:250 (1983)). Es wurde festgestellt, dafi aus Poly^-Ac^ty^lenirnin) und PEO 
bestehende Blockcoporymere bei Aufbeschicntung auf FeststofTe, wie Glaskugelchen oder 
15 Silica, die Homoo-KompatibiUtat der Feststoffe durch Verringerung der Adsorption 
hydrophiler MakromolekQle erhohen (C. Maechling-Strasser et al., J. of Biomedical Materials 
Research 23: 1385 (1 989)). 

Langzeitimplantate in Hundegefafie aus mit Polymeren bescbichtetem Biomer sind hinsichdich 
20 der Adsorption von Proteinen getestet worden (C Nojiri el &]., f rans. Am So. Artif Intern 
Organs, 25:357 (1989)): Die Polymerbeschichtungen, von denen festgestellt wurde "hervorra- . 
gende nicht-thrombogene Eigenschaften" aufzuweisen, waren: 1) unter Verwendung eines 
langkettigen PEO-Abstandhalters auf Biomer immobilisiertes Heparin; und 2) ein aus 2-Hyd- 
roxyethylmethacrylat (HEMA) und Styrol zusammengesetztes Blockcopolymer; (ebenda). 

Es wurde gezeigt, dafi Polyethyleh von.geringer Dichte (eine hydrophobe Polymeroberflache) 
welches mit einem Blockcopolymer, das wasserunlosliche Komponenten (wie Poly- 
propylenoxid oder Polybutylenoxid) und PEO-Komponenten (wasserlSsliche Komponenten) 
entfcelt, bescmchtet war, proteinbestandige bzw. -widerstandsfahige Eigenschaften aufweist; 
(J. H. Lee et a]., J. of Biomedical Materials Research, 23:351 (1989)). Die Oberflache wurde 
durch em einfaches Beschichtungsverfahren erzeUgt, worin die hydrophoben Bestandteile des 
P^^ausemerwafirigenUsunglieraus.a^ 

adsorbierten, und die PEO-Ketten dann wenigstens teilweise in die waBrige Losung fainein 
verlangert warden, wodurch eine Protein-widerstandsfdhige Oberflache. erzeugt wurde- 
(ebendal 

Es sind Verfahren, welche verwendet wurden, urn PEO-Oberflachen zu erhalten, beschrieben 
worden, die von einem einfachen Beschichtungsverfahren verschieden sind: Blockcopoiy- 



merisation (Y. Mori siehe open); Einbau in Polyurethane (E.W. Merrill siehe obenV und direk- 
te Anheftungvon PEO-Molekulen an die CyahurcMorid-aktivierte Oberflache einer Pofy- 
(ethylenterephthalat)-Schiclit; (W. R. Gombotz et al., J. of Applied Polymer Science 37:91 (1989)). 

Das U.S.-Patent Nr. 4 806 355 offenbart die Herstellung von Mikrokapseln, welche eine 
negativ geladene auBere Oberflache einschlieBeh. Das U.S.-Patent Nr. 4 352 883 offenbart 
Kapseln mit einer semipermeablen Membran, welche durch ionisches Vemetzen eines 
Polysaccharids mit rhebxwertigen Kationeri unter Bildung eines Gels und danach Vernetzen 
einer Oberflachenscbicht des Gels durch ionisches Umsetzen der Oberflache mit einem 
Polyamin oder Polyimin gebfldet werden. Die WO-A-8800237 offenbart eingekapselte 
Gelkugelchen mit einer kovalent vemetzten semipermeablen Membran. Kiss etal., Progress in 
Colloid & Polymer Science, 74:113-119 (1987), offenbart ein Verfahren zum Pfropfen von 
Polyethylenoxid auf feste Polyethylen-Substrate. Die WO-A-920520 1 offenbart ein Verfahren 
zur Bindung von Proteinen an eine feste organische Polymeroberflache, welche mit einer 
hydrophilen ungeladenen Schicht uberzogen ist. Die EP-A-0 354 855 offenbart ein Verfahren 
zur, Herstellung von Liposomen mit darin eingebauten Polyethylenglykol-gebundenen 
PhosphoUpiden zur Verminderung der Absorption von Proteinen. 

HJBader et "Water Soluble Polymers in Medicine", Die Ang. Makromoi: Chem. 
123/124:457-485 (1984), ist ein Uberblick iiber die Verwendung von Liposomen und 
verwandten Strukturen als Arzneimitteltrager, welcher Konjugate aus PolyethylenoxidTUnd 
einem Polylysm-Arzneimittelderivat beschreibt, die in waBriger Losung miceUare Strukturen 
bilden. H, Anzinger et_aL, MakromoL Chem. Rapid Comm. 2: 637-643 (1981), und M.K. 
Pratten et^L, Makromoi. Chem. .186:725-733 (1985), beschreiben die Synthese ahnUcher 
micellarer Strukturen. 

Die meisten der vorstehenden Anwendungen von PEO haben auf konkaven oder flachen 
Oberflachen stattgefunden; sie haben nicht stattgefunden auf kleinen konvexen Oberflachen, 
wie sie bei lVBkrokapseln angetroffen werden. Aufgrund der Tatsache, daB. die nichtionischen 
wasserloshchen P P lymere von der Mikrokapsel nach auDen weisen, konnte aus dem Stand der 
Technik nicht vorhergesagt werden, daB PEO und andere nichuonische wasserlosliche 
Polymere eine hinreichende Barriere bUden konnten, um Mikrokapsel-Oberflachen zu schutzea 
Ahnlicherweise war die Chemie zur Anbindung ausreichender Mengen von wasserlOshchen 
nichtionischen Polymeren an die auBeren Oberflachen von Mikrokapseln, um diese Barriere zu 
erzeugen, nicht bekannt. ■ » 

Die vorhegende Erfindimg stellt eine biokompatible Mikrokapsel zur Transplantation in ein 
Tier zur Verfiigung, wobei die Mikrokapsel eine Membran von mehr als einer Schicht umfaBt, 



worin die aufierste polykationische Schicht der Membran ionisch mit einer anderen 
Membranschicht vemetzt ist und aus einem, auf ein pblykationisches Polymer gepfropften, 
wasserlosUchen nichtionischen Polymer von zwischen 2 000 und 50 000 Dalton aufgebaut ist. 

5 Die vorliegende Erfindung steilt ^enfaUs ein Verfahren zur HersteUung eines auf ein poly- 
kationisches Polymer gepfropften wasserlSsUchen nichtionischen Polymeren zur Verfugung, 
welches folgendes umfaBt: 

(a) Aktivieren der reakuven Giuppen, welche fabig sind, an ein Koppiungsmittel auf dem 
10 wasserlosUchen nichtionischen Polymer kovalent gebunden zu werden, durch Verwendung 

eines Carbodiimidazol-, Sulfonylchlorid- oder Chlorcarbonataktivieningsmittels, und 

(b) Koppeln des aktivierten wasserloslichen nichtionischen Polymers an ein polykationisches 
Polymer. 



15 



Die vorliegende Erfindung steilt auch ein Verfahren zur HersteUung einer biokompatiblen 
Mikrokapsel, wie obenstehend definiert, zur Verfiigung, welches folgendes umfaOt: 

a) Aktivieren der reaktiven Gmppen, welche Tahig sind, an ein Koppiungsmittel auf einem 
20 wasserlosUchen nichtionischen Polymer kovalent gebunden zu werden, und v 

b) Koppeln des aktivierten wasserlosUchen nichtionischen Polymeren an ein polykationisches 
Polymer unter Bildung eines Pfropfcopolymeren, 

25 c) ionisches Vernetzen des Pfropfcopolymeren an eine aufierste Schicht einer Mikrokapsel- 
Membran. 

Diese Erfindung zeigt zum ersten Mai die Verwendung von wasserlosUchen nichtionischen 
Polymeren, wie PEO, urn Bestandigkeit gegen ZeUadhasioh auf der Oberflache von Mikro- 
30 kapseln hervbrzunifen. 

Mittels der vorfiegenden Erfindung kann Fremdmaterial auf eine biokompatible Weise in einen 
^erkoxper transplantiert werdea Dies wird durch BereitsteUen von mit dem Empfangertier 
hokompaublen Mikrokapseln bewerkstelligt, welche fahig zum Einkapseln des in das Tier zu 
5 transplantierenden Fremdmaterials sind. Die normalerweise geladene aufiere Schicht der 
Mikrokapseln wird mit wasserlSsUchen nichtionischen Polymeren, wie Poly(ethylenoxid) 
(PEO), welche zur Abschirmung der Ladung.dienen, umhuUt. Diese Polymere werden in einer 
solchen Weise auf die polykationischen Polymere, wie die als mindestens eine der Schichten 



der Mikrokapsel verwendeten Poly-L-Lysin (PLL)-Molekate, gepfropft, dafl sie eine 
nichtionische Barriere zwischen der auBeren Schicht der Mikrokapsel (hergestellt im 
wesentlichen aus entWeder polykationischen Polymeren, wie PLL, oder polyanionischen 
Polymeren, wie Alginat) und dem Empfangertier bilden. Die Mikrokapseln schienen dann von 
der AuBenseite her wasserahnliche Oberflacheneigenschaften zu besitzen, wodurch die 
treibende Kraft fur die Proteinadsorption vennindert wird. Ferner befindet sich die Oberflache 
auf der makromoiekularen Ebene in einein hohen Bewegungsgrad, was Proteinadsorption und 
Zellanheftung weiter vermindert. 

Die Mikrokapseln der vorliegendeh Erfindung haben eine Oberflache, welche widerstands- 
fahiger gegen Zelladhasion ist Als Ergebhis wird das Uberwachsen der Mikrokapseln mit 
Zellen, wie Fibroblasten und Makrophageri, stark vennindert oder ausgeschaltet. Die innerhalb 
der Mikrokapseln enthaltenen Zellen sind in der Lage, damit fortzufahren, Nahrstoffe und 
Signalmolekale zu empfangen und ein beiiebiges gewunschtes Produkt herzustellen. Jegliches 
in den Mikrokapseln vorhandenes Produkt, wie von Inselzellen hergestelltes Insulin, kann 
weiterhin aus den Mikrokapseln difiiiridieren xnid fiir die Verwendung dufch das Wirtstier zur 
Verfegung stehen. 

Die Mikrokapseln der vorliegenden Erfindung werden die Immunantwort oder Cytokin- 
freisetzung durch das Empfarigertier nicht merklich stimulieren. Daher konnen diese 
Mikrokapseln in ein Empfangertier transplantiert werden und dort bei minimaler St6rung durch. 
das Immunsystem dieses Tiers wirken. 

Die Mikrokapseln der vorliegenden Erfindung konnen variable Permeabilitatshohen aufweisen. 
Dies wird durch Verwendung variierender Zahlen von Schichten zur Herstellung der 
Mikrokapseln bewirkt, wobei eine erhohte Anzahl von Schichten die Porengr6Be vennindert. 
Somit kdnnen die Mikrokapseln hergestellt werden, urn einer besonderen Anforderung nach 
groBen oder kleinen Poren und dem resultierenden Grad an Permeabilitat zu begegnen. 

Figuren 

Die Figur 1 zeigt den Effekt des Mblekulargewichts des wasserloslichen nichtionischen 
Polymers auf die Permeabilitat der unter Verwendung des gepfiropften Materials hergestellten 
Nfikrospharen. 

Die Figur 2 zeigt den Effekt 'der Anzahl zur Herstellung der Mikrospharen verwendeter 
Schichten auf die Permeabilitat 



Die Figur 3 ist ein Schema der Aktivierungsreaktion unter Verwendung von CaibodiimidazoL 

Die Figur 4 ist ein Schema der Aktivierungsreaktion unter Verwendung von Sulfonylchloriden, 
wobei R wie gezeigt beschaffen ist. 

5 . ;* 

Die Figur 5 ist ein Schema der Aktivierungsreaktion unter Verwendung von Chlorcarbonatea 

Die Figur 6 zeigt die aus einerBauchhohlenspulung nach einer Implantation von Mikrokapseln 
erhaltenen Zell-Zahlungen. CDI (Carbodiimidazoi), PFBS (PentajQuorbeiizolsuifonylchloridX 

10 Trifyl (Trifylchlorid) und Chlorocarb (Chlorcarbqnat) wurden verwendet, urn PEO 
(Poly(ethylenoxid)) fur das Pfropfen auf Poly-(L-Lysin) gemaQ dieser Erfindung zu aktivierea 
Die Figur 6a steilt die Ergebnisse bei Verwendung von PEO mit einem Molekulargewicht von 
etwa 5 kD dar; die Figur 6b wendete PEO von 10 kD an; und die Figur 6c zeigt Ergebnisse mit 
PEO von 1 8,5 kD. Die Zellzahlen sind auf der linken Seite jeder Graphik gezeigt. e+7 bedaitet 

15 10? so daB l,00e+7 fur l,00x 10 7 Zellen steht 

Die Figur 7 zeigt das Wachstum von Zellen auf Mikrospharen, welche durch die vor dieser 
Erfindung verfugbaren Standard-Verfahren unter Verwendung von nicht-gepfiropftem Potyr(L- 
Lysin) hergestellt wurden. Die Figur 7a ist eihe 40feche Phasenkontrast-VergrSfierung von 
20 Mikrbspharen, wahrend die Figur 7b eine 400fache ist. 

Die Figur 8 zeigt Mikrospharen, die mit Poly(ethylenoxid) (PEO) hergestellt wurden, welches 
durch Carbodiimidazoi aktiviert und auf Poly(L-Lysin) (PLL) gepfiropft worden war, um 
PEO-g-PLL zu erzeugen. In der Figur 8a wurde PEO von 5 kD verwendet; in der Figur 8b 
25 PEO von 10 kD, und in der Figur 8c wies das PEO 18,5 kD auf. Diese Figuren zeigen die 
40fech vergroflerten Gesamtmikrospharen. 

Die Figur 9 zeigt mit PEO hergesteilte Mikrospharen, welches durch Trifylchlorid aktiviert und 
auf PLL gepropft worden war* um PEO-g-PLL zu erzeugen. In den Figuren 9a und 9b wurde 
30 5 kD-PEO verwendet. In den Figuren 9c und 9d wies das PEO 1 0 kD auf, und in den Figuren 
9e und 9f wies das PEO 18,5 kD auf Die Figuren 9a, 9c und 9e zeigen Gesamtmikrospharen, 
photographiert bei 40 x, wahrend die Figuren 9b, 9d und 9f 400fach vergroCerte Oberflachen 
der Nfikrospharen zeigen. 

35 Die Figur 10 zeigt mit PEO hergesteilte Mikrospharen, welches mittels Pentafluorbenzol- 
sulfonylchlorid (PFBS) aktiviert und auf PLL gepropft worden war, um PEXD-g-PLL 
herzustelien. In der Figur 10a wurde PEO von 5 kD verwendet; in der Figur 10b wies das PEO 
: 10 kD auC und in der Figur 10c wies das PEO 18,5 kD auf. Diese Figuren zeigen die 40fach 
vergrCfierten Gesamtmikrospteren. 



. Die Figur 11 zeigt mit PEO hergestelite Mikrospharen, welches mittels Chlorcarbonat aktiviert 
und auf PLL gepropft worden war, urn PEO-g-PLL zu bilden. In den Figuren 11a und lib 
wurdePEO von 5 kD verwendet. In den Figuren 1 1c und 1 Id wies das PEO 10 kD au£ und in 
den Figuren He und 1 If wies das PEO 18,5 kD auf. Die Figuren 11a, , 11c und He zeigen 
40facb vergroBerte Gesamtmikrospharen, wahrend die Figuren lib, lid und Hf 400fach 
yergrofleite Oberflachen der Mikrospharen zeigeit 

Ausfuhrliche Beschreibung 

GemaB dieser Erfindung werden Mikrokapseln aus verschiedenen Schichten eines poly- 
anionischen Polysaccharids, wie Alginat, und eines polykationischen Polymers, wie Poly(L- 
Lysin) (PLL), zusammengefiigt. Das polykationische Polymer muB nicht ein Polypeptid seia 
Die auBere polykationische Schicht ist aus dem polykationischen Polymer aufgebaut, welches 
auf ein wasserlasliches nichtionisches Polymer, wie Poly(ethylenoxid) (PEO), gepropft ist, urn 
ein Pfropfcopolymeres, wie PLL-g-PEO, zu bilden. Die Schichten wechseln sich auf solche 
. Weise ab, daB die entgegengesetzt geladenen Polymere, zum Beispiel Algin und PLL, 
aggregieren, urn Koazervate, wie Algin-PLL-Algin, zu bUden. Dies erzeugt eine ionisch 
vernetzte Membran. 

Allerdings ist bekannt, daB PLL die ZeUadMsion fbrdert, so daB wenigstens die auBerste 
Schicht aus PLL bder einem anderen Polykationen in dieser Erfindung aus dem Pfropf- 
copolymeren aufgebaut ist: Von PEO, als auch von anderen wasserloslichen nichtionischen 
Polymeren, ist gezeigt worden, dafl es bei Verwendung zur Modifikation einer Oberflache die 
Zelladhasion verringert; Lee et ai (1989)' J. Biomed. Materials Res. 23:351-368. Dieses 
Pfropfcopolymer mit dualem Charakter interagiert mit der polyanionischen Schicht, wie Algin, 
wodurch eine stabile Membran uber Wechselwirkungen zwischen dem polykationischen 
GxundgerQst, wie PLL, und der polyanionischen Schicht gebildet wird. Die langen Anne des 
nichtionischen Polymers, wie PEO, jedoch dienen .dazu, die geladenen Schichten von den 
Geweben abzudecken, wodurch die Biokompatibilitat verbessert wird. Sie erzeugen eine sehr 
hydrophUe und ungeladene Schicht, an welche, fails uberhaupt, sehr wenig Protein oder ZeUen 
anhaften. - 

Die wasserl6slichen nichtionischen Polymere werden kovalent an die polykationischen 
Polymere gebunden und weisen in aile Richtungen, einschliefllich von der Mikrokapsel her 
nachauBen. 



1. Wasserlosliche nichrtnnkrli* Pn|. 



vmere 
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WasserlSsliche niehtionische Polymere mit Molekulargewichten zwischen 2 000 und 50 000 
and fur dieses Verfahren geeignet. PEO mit einem Molekulargewicht von etwa 10 000 wird 
am starksten bevoi^ugt. Molekiile mit Molekulargewichten unter etwa 2 000 schirmeri die 
Mikrokapsel nicht angemessen ab, wohingegen diejenigen von mehr als etwa 50 000 den 
Mikrokapseln raumUche Beschrankungen verursachea Daruberhinaus erzeugen Molekule mit 
hoheren Molekulargewichten einen Zuwachs der Schwellung der Mikrokapseln, was die 
Wechselwirkungen zwischen den polyanionischen Polysacchariden und den polykationischen 
Polypeptiden stort Als Ergebnis adhariert die polyanionische Poiysaccharidschicht nicht so 
gut, und es kann zu einer Bedrohung der Unversehrtheit der Mikrokapseln kommen. 

ZusateUch beeinfluBt die Gr6fie der wasserloslichen nichtionischen Polymere die Permeabilitat 
der Mikrokapsel. Die groBeren Molekule erzeugen eine groBere Permeabilitat. Dieses Merkmal 
kann mampuliert werden, urn den optimalen Permeabilitatsgrad fur die jeweifige Anwendung 
der Mikrokapseln zu erhalten. Ftir Mikrokapseln, welche Insulin-herstellende Inselzellen 
emkapseln, wird die optimale Permeabilitat mit PEO, von einem Molekulargewicht von etwa 
10 000 in einer funftchichtigen Membran erzeugt (siehe nachstehend unddie Figuren 1 und 2). 

20 2. Aktiviening 

Zur Pfropfung des wasserloslichen nichtionischen Polymeren auf die polykationischen 
Polymere verwendete Verfahren S chlieB«a ohne darauf beschrankt zu sein, die Verwendung 
von CarbOdnmidazol, Sulfonylchloriden oder Chldrcarbonaten zur Aktivierung der wasser- 
25 loshchen mcfationischen Polymere ein. Diese Reagenzien werden verwendet, urn freie 
Hydroxylgruppen fur die Kopplung an polykationische Polypeptide zu aktivierea 

Es konnen ebenfalls andere, dem Fachmann bekannte, chemische Umsetzungen zur Kopplung 
)0 VOU wasserl ° s **<* nichtionischen Polymeren an polykationische Polymere eingesetzt werdea 



5 



a. Carbodiimidazol 



Zu X Milhmol PEO oder eines anderen wasserlosUchen mchtionischen Polymeren ia einer 
mmdestens P/oigen L6sung in wasserfreiem Aceton oder einem anderen wasserfreien 
orgamschen LOsungsmittel werden mindestens 1 X, bevorzugt 5 X Millimol Carbodiimidazol 
zugegebea Es konnen groBere Mengen von Carbodiimidazol verwendet werdea sie werden 
aber die Geschwindigkeit oder das AusmaB der Aktivierung nicht steigera Die Reaktions- 
mischung wird bei.einer Temperate uberhalb des Gefrierpunkts und unterhalb des Siedepunkts 
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der Mischung, bevorzugt bei Raumtemperatur von etwa 22°C, mindestens 1/2 Stunde lang, 
bevorzugt , etwa 2 Stunden lang, geruhrt. pas Produkt wird dann mindestens zweimal mit 
Methanol mit HC1 oder einer anderen starken Saure gewaschen, urn die organische Base in das 
Konjugat umzuwandeln, und schlieBlich mit reinem Methanol gewaschen. Die Waschschritte 
5 konnen durch Solubilisieren des Reaktionsprodukts in dem Waschlosungsmittel, gefolgt von 
erneuter Fallung und Sedimentation, zum Beispiel durch Absetzen bei 1 g oder in einer 
Zentrifuge bei einer hoheren Beschleiinigung, bevorzugt 10 Minuten lang bei 1000 rc£ 
durchgefuhrt werden. Durch UV-Spektrophotometrie wird Oberpraft, daB die letzte Waschung 
frei von jeglichem restlichen Pyridin oder anderen Base ist Das pelletierte Produkt wird dann 
10 wiedergewonnen. Es konnen ebenfalls andere dem Fachmann bekannte Reinigungsschemen 
verwendet werden. Das Produkt kann dann lyophilisiert und aufbewahrt werden. Die Figur 1 
zeigt das Reaktionsschema. 

b. Sulfonvlchloride 

15 

Um gute Merkmale der austretenden Gruppe bei Sulfonylchloriden zu erzeugen, werden Wei 
hauptsachliche Verfahrenswei&en angewandt: Die erste ist die Fluorierung und die zweite ist 
die Nitrierung. Somit kann eine Anzahl organischer Chloride verwendet werden, um end- 
aktivierte wasserlosliche nichtionische Polymerketten bei variierenden Wirkungsgrad herzu- 

20 stellea Zum Beispiel ist die Reihenfolge der Kopplungsreaktivitat fur Toluolsulfonylchlorid 
(Tosylchlorid) : Trifluofethansulfonylchlorid (Tresylchlorid) : TrmuonnethansulfonylcWorid 
(Trifylchlorid) 1:100:4000. Mit zunehmender Reaktivitat verringert sich die Stabilitat. Deshalb 
wird ein organisches Chlorid mit intermediaren Merkmalen bevorzugt. Andere Sulfonyl- 
ehloride, wie Dansyl-, Dipsyl- und Diabsylchlorid konnen ebenfalls, jedoch mit geringerer 

25 Wirksamkeit, verwendet werden. Andere Probleme, wie die Schwierigkeit der Entferoung 
. • nichtumgesetzter Dansylfiinktionen durch Nucleophile und die Neigung von Diabsylchlorid, 
weitere Sekundarreaktionen zu durchlaufen, was zu einer signifikanten Rotverschiebung fiihrt, 
machen diese Sulfonylchloride weniger geeignet. Diese konnen zum Beispiel durch Anwenden 
hoherer Spiegel des Aktivierungsmittels und anscWiefiender Reinigung der Produkte der 

30 Primarreaktion von den Produkten der sekundaren, kompetitierenden Reaktionen tiberwunden 
werden. 

Eine andere Verbindung, Pentafluorbenzolsulfonylchlorid (PFBS), ist jedoch genauso reaktiv 
wie Tresylchlorid, ist billiger und ist chromophor, wodurch eine einfache QuantiJBzierung des 
35 AusmaBes der Reaktion enndglicht wird. Somit ist PFBS ein bevorzugtes Reagenz in dieser 
Gruppe. 



Sulfonylchloride sind yon einer Anzahl kommerzieller Chemikalienhersteller, wie Aldrich und 
Fluka, leicht erhaltlich. 

Zu X Millimol PEO Oder ernes, anderen nichtionischen wasserldsUchen Polymers in einer 
5 wenigstens i%igen Losung in wasserfreiem Metnylenchlorid oder einem anderen wasserfreien 
organischen Losungsmittel bei einer Temperatur uberhalb des Gefiierpunkts und unterhalb des 
Schmelzpunkts der Mischung, bevorzugt 4°C, werden mindestens 1 X, bevorzugt 5 X Millimol 
Sulfonylchlorid (es kannen groBere Mengen verwendet werden, sie' werden jedbch die 
Geschwindigkeit oder das AusmaB der Aktivierung nicht erhohen) und etwa zweimal soviel 
0 Pyridin, Triethylamin oder eine andere organische aphotiscbe (aphotic) Base, wie Sulfonyl- 
chlorid, zugegeben. Die Reaktionsmischung wird mindestens 10 Minuten lang, bevorzugt etwa 
2 Stunden lang, geruhrt Das Produkt wird danacb mindestens 2weimal mit Metiianol mit HC1 
Oder einer anderen starken Saure gewaschen, urn die organische Base in das Konjugat 
umzuwandeln, und schliefilich mit reinem Methanol gewaschen. Die Waschungen konnen 
durch Solubilisieren des Reaktionsprodukts in dem Waschldsungsmittel, gefolgt von emeutem 
Fatten und Sedimentieren, zum Beispiel durch Absetzen bei 1 g oder in einer Zentrifoge bei, 
einer hoheren Beschleunigung, vorzugsweise 10 Minuten lang bei 1000 rcf, durchgefuhrt 
werdea Mittels UV-Spektrophotometrie wird Oberpruft, daB die letzte Waschung frei von 
jegUchem verbleibenden Pyridin oder einer anderen Base ist. Das pelletierte Produkt wird dann 
gewonnen. Es konnen ebenfalls andere dem Fachmann bekannte Reinigungsschemen 
verwendet werden. Das Produkt kann danach lyophilisiert und aufbewahrt werdea Die Rgur 2 
zeigt das Reaktionsschema. 



c. Chlorcarbonate 



Chlorcarbonate, wie p : Nitrophenylchlorcarbonat (Fluka), 2,4,5-Trichlorphenylchlorcarbonat 
und N-Hydroxysuccinamidchlorcarbonat sind Beispiele, welche wirksam &r die Aktivierung 
von Hydroxyl-enthaltenden Verbindungen, wie den in dieser Erfindung verwendeten 
wasserlOshchen nichtionischen Polymeren, reagieren. Andere dem Fachmann bekannte 
Chlorcarbonate kdnnen ebenfalls verwendet werden. 

Zu X Millimol PEO oder eines anderen nichtionischen wasserldsUchen Polymers in einer 
wenigstens l%igen Losung in wasserfreiem Methylenchlorid oder einem anderen wasserfreien 
organischen Losungsmittel bei einer Temperatur uberhalb des Gefiierpunkts und unterhalb des 
Schmelzpunkts der Mischung, bevorzugt 4°C, werden mindestens 1 X, bevorzugt 5 X Millimol 
Chlorcarbonat (es konnen groflere Mengen verwendet werden, sie werden jedoch die 
Geschwindigkeit oder das AusmaB der Aktivierung nicht erhfihen) und etwa zweimal soviel 
Pyridin, Triemylamin oder eine andere organische aphotische Base zugegeben. Die Reaktions- 
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mischung wird bei einer Temperatur uberhalb des Gefiierpunkts und unterhalb des Siedepunkts 
der Miscbung, bevorzugt bei Raumtemperatur von etwa 22°C, mindestens 10 Minuteh lang, 
bevorzugt etwa 2 Stunden lang, geruhrt. Das Produkt wird danach mindestens zweimal mit 
Methanol mit HO oder einer anderen starken Saure gewaschen, urn die organische Base in das 
5 Konjugat umzuwandeln, und schliefilich mit reinem Methanol gewaschen. Die Waschungen 
k6nnen durch Solubilisierendes Reaktionsprodukts in dem WaschlGsungsmittel, gefolgt von 
erneutem Fallen und Sedimentieren, zum Beispiel durch Absetzen bei 1 g oder in einer 
Zentrifuge bei einer heheren Beschleunigung, vorzugsweise 1000 rcf 10 Minuten lang, durch- 
gefuhrt werden. Mittels UV-Spektrophotometrie wird Oberpruft, daB die letzte Waschung frei 
; 10 von jeglichem verbleibenden Pyridin oder einer anderen Base ist. Das pelletierte Produkt wird 
dann gewonnen. Es konnen ebenfalls andere dem Fachmann bekannte Reinigungsschemen 
verwendet werden. Das Produkt kann danach lyophilisiert und aufbewahrt werden. Die Figur 3 
zeigt das Reaktiphsschema. 

15 3. Polvkationische Polvmere 

Polykationische Polymere werden hinsichtlich ihrer Fahigkeit, feste Membrankoazervate mit 
Algin oder anderen Polyanionen zu bilden, ausgewahlt. Solche polykationischen Polymere 
schlieflen Polypeptide imd Nicht-Polypeptide ein. Die Polypeptide schlieflen, ohne darauf 

20 eingeschrankt zu sein, Polylysin und Polyornithin ein. Nicht-Polypeptide schlieflen, ohne darauf 
eingeschrSnkt zu sein, Polyethylenimin und Polyallylamin ein. Das Molekulargewicht dieser 
polykationischen Polymere ist wichtig aber nicht kritisch, und optimale Werte werden durch 
deren Fahigkeit, feste Membrankoazervate. zu bilden, festgelegt. Polykationische Polymere von 
sehr niedrigem Molekulargewicht bilden im aUgemeinen Membranen, welche schwach sind, 

25 und polykationische Polymere mit sehr hohem Molekulargewicht bilden im allgemeinen 
Membrankoazervate, welche sehr dunn sind. Typische Werte fiir das Molekulargewicht der 
polykationischen Polymere liegen zwischen etwa 10 000 und 75 000. Ein bevorzugtes Substrat 
ist Poly-(L-Lysin), das bereits zuvor in seiner nicht-gepfropften Form als ein Bestandteil von 
Mikrokapsel-Membranen verwendet worden ist. 

30 \ ' t 

4. Kopplung 

Aktivierte wasseriosliche nichtionische Polymere werden als nachstes an die polykationischen 
Polymere gekoppelt. Die Polymere werden in eine Losung des aktivierteh PEO oder eines 
35 andern wasseildslichen nichtionischen Polymers beigemischt, geriihrt und Alber eine Dauer von 
mindestens 1/2 Tag reagieren gelassen. Der pH-Wert der Losung wird auf etwa 9 ±2 gehalten. 
Die Kopplungsreaktion wird durch Abblocken aber die Zugabe eines Amins oder Thiols, wie 
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MercaptoethaM gestoppt. Das Ablocken wird mindestens eine halbe Stunde lang, vorzugs- 
weise 10 Stunden lang, durchgefuhrt. 

Falls gewuhscht, konnen Ultrafiltration, Dtalyse oder Soxlet-Extraktion verwendet werden, urn 
5 das nicht-umgesetzte PEO von dem PLL-g-PEO abzutrennen. Daruber hinaus kann das Aus- 
maB der Reaktion unter Verwendung einer spektrophotometrischen Titration der Amingruppen 
abgeschatzt werden, wobei, zum Beispiel, die Amingruppen mit 2,4,6-Trinitroben2olsulfon. 
saure umgesetzt werden, wodurch ein Produkt gebildet wird, das bei 440 nm absorbiert. Das 
Ausmafi der Reaktion kann aucb durch Abschatzen der relativen Mengen von Copolymeren 
10 unter Verwendung von iH-NMR bestimmt werden. 

S Bildune V™ Mikrokapseln 

Die Bildung der Mikrokapseln erfolgt raittels Standardtechniken; O'Snea und Sun (1986). Das 
15 einzukapselnde Material wird in einer Ldsung von polyanionisehen Polysacchariden, 
vorzugsweise Algin, bei einer Konzentration suspendiert, welche es den ZeUen ermogUchen 
wird, angemessene Nahrstoffe als audi Signalmolekule zu empfangen und das(die) 
gewunschte(n) Produkt(e) herzustellen, sobald die Mikrokapseln gebildet sind. Eine bevor- 
zugte Konzentration ist 1 x 10* bis I x 10* Zellen/ml. Tropfchen dieser Ldsung werden in eine 
20 Ldsung von isotonischem Calchimchlorid in Salzlosung, bevorzugt 0,2 bis 1,6 % CaCl 2 -2H 2 0, 
eingetropft. Ein Verfahren zur Herstellung der Trdpfchen 1st das Durchleiten der Ldsung unter 
Druck durch eine Nadel oder Miindung mit kleinem Durchmesser in einem sterilen-Luftstrpm. 
Sie werden dann in isotonischer Salzlosung oder Puffer gewaschen und in eine Ldsung des 
polykationischen Poiymeren, vorzugsweise PLL, eingebracht. Alternativ dazu konnen sie in 
25 eine Ldsung des mit dem wasserloslichen nichtionischen Polymer gepfropften polykationischen 
Polymers, wie hier beschrieben, eingebracht werden. Die Ldsung aus dem polykationischen 
Polymer oder dem mit dem wasserloslichen nichtionischen Polymer gepfropften polykatio- 
nischen Polymer sollte etwa 0,03% - 0,3%ig, bevorzugt 0,l%ig, sein. Die Tropfchen werden 
mit den Poiymeren viber eine Zeitdauer von 3 - 30 Minuten, bevorzugt 12 Minuten, reagieren 
30 gelassen 

Die Mikrokapseln werden zum Beispiel durch Dekantieren der Fliissigkeit aus der Polymer- 
. Ldsung entfernt. Die 2-Scmcht-Tropfchen werden dann mit isotonischer Salzlosung oder 
Puffer gewaschen und konnen mit einer oder mehreren Schichten aus polyanionisehen 
35 Polysacchariden, bevorzugt einer weiteren Schicht Algin, iiberzogen werden. Dies wird durch 
Umsetzen der zweischichtigen Tropfchen mit einer 0,05-0,25%igen Ldsung des poly- 
anionisehen Polysaccharids, vorzugsweise einer 0,15%igen Ldsung Algin, iiber eine Zeitdauer 
von 3-30 Minuten, bevorzugt von 8 Minuten, bewerkstelligt 



Als Nachstes kann eine Schicht von mit wasserlpslichem nichtionischen Polymer gepfropftem 
polykationischen Polymer, vorzugsweise PEO-g-PLL, der Mikrokapsel hinzugefugt werden. 
Dies wird durch Inkubation der Mikrokapsela in dnei;'Lqsung des gepfropften Polymeren beim 
■ selben Konzentrationsbereich uber dieselbe Zeitdauer hinweg, wie fur die nicht-gepfropften 
polykationischen Polymere, durchgefiihrt. Alternativ dazu kann die erste Schicht des 
polykationischen Polymeren durch das mit wasserloslichem nichtionischen Polymer gepfropfte 
polykationische Polymer, wie PLL-g-PEO, ersetzt werden, und die zweite Schicht dieses 
gepfropften polykationischen Polymeren kann eingeschlossen oder weggelassen werden. Eine 
auBere Schicht aus Algin kann beim selben Konzentrationsbereich uber dieselbe Zeitdauer 
hinweg, wie fur die innere,. hinzugefugt werden, oder nicht. 

Die in jeder Mikrokapsel verwendete Anzahl von Schichten kann verwendet werden, um 
mehrere fiir die Transplantation interessante Parameter festzulegen. Der Stand der Technik 
oflfenbart die Verwendung von Mikrokapseln mit 3 Schichten, wie in O'Sfiea und Sun (1986) 
beschrieben wurde. Die Anzahl von Schichten kann durch Hinzufugen von nachfolgenden 
alternierenden Schichten aus polyanionischen Polysacchariden urid polykationischen 
Polypeptiden erhoht werdea Die auf die wasserloslichen nichtionischen Polymere gepfropften 
polykationischen Polymere soilten Wenigstens als die letzte oder die zur letzten nachstgelegene 
Schicht der Mikrokapsel verwendet werden, und mtissen zumindest die auBerste poly- 
kationische Schicht bilden. 

Das Erhdhen der Anzahl von Schichten verringert die Permeabilitat der Mikrokapsela Somit 
kann die Permeabilitat gesteuert werden, um die Diffusion durch die Mikrokapselmembran 
hindurch selektiv zu ennoglichen. Die Hinzufilgung von wasserloslichen nichtionischen 
Polymeren zu der polykationischen Polypeptidschicht steigert die Permeabilitat. Um die 
Immunantwort des Wirtstiers gegen die innerhalb dieser Mikrokapseln eingekapselten ZeUen, 
wie Insulin-herstellende Fremdtransplantat-Inselzellen, auszuschalten, ist es deshalb notwendig, 
diesem Permeabilitatszuwachs zu begegnen. Ein bevorzugtes Verfahren besteht darin, zwei 
zusatzliche Schichten auf die Oberflache der Mikrokapsel hinzuzufiigen. Dies bringt die 
Permeabilitat zuriick zu dem Wert, welcher in den im Fachgebiet beschriebenen 3 -Schicht- 
Mikrokapseln zu finden ist, welche keine gepfropften wasserloslichen nichtionischen Polymere 
besitzen. 

Dartiber hinaus steigert die Erhohung der Anzahl von Schichten der Mikrokapselmembran die 
Festigkeit und Stabilitat der Mikrokapseln. Diese Stabilitat allerdings muB mit der, durch die 
vermehrten Schichten verursachten, Verringerung der Permeabilitat abgestimmt werdea Somit 
wird zur Verwendung bei der Einkapseiung lebencier ZeUen, die ein gewiinschtes Produkt 
herstellen, wenn sie in ein Wirtstier transplantiert sind, eine 5-Schicht-Mikrokapsel gemaB 



dieser Erfindung am starksten bevorzugt, wbbei es egal ist, ob sie sowohl mit nicht-gepfropf- 
tem und gepfropftem polykationischen Polymer oder lediglich mit gepfrqpftem polykat- 
ionischen Polymer hergestellt wurde. 

5 In diesem Schritt koimen durch die obengenannten Verfahren gebildete Mikrokapseln 
degelliert werden, um uberschussiges gelUertes polyanionisches Polysaccharid zu entfernen, 
^ welches das eingekapselte Material unmitteibar umgibt. Dieses Verfahren ist jedoch kein 
notwendiger Schritt, und die Mikrokapseln werden ohne Degellierung gut fiinktionierea Falls 
ein Degellieren erwunscht ist, konnen auf dem Fachgebiet beschriebene Standardverfahren, wie 
10 die Inkubation in einer Natriumcitratlosung, angewandt werden; O'Shea und Sun (1986). 

6. Implantation von Mikrokapseln 

Mikrokapseln werden in einer fur eine Injektion kompatiblen Losung, wie isotonischer 
15 Salzlosung, Puffer oder Gewebekulturmedium, suspendiert. Die Mikrokapseln konnen mittels 

Standardtechniken in die Bauchhohle eines Wirtstieres implantiert werden. Dariiber hinaus 
: konnen sie an jeglicher Stelle des Korpers implantiert werden, welche einen geniigenden 

Kreislauf der Produkte des eingekapselten Materials bereitstellt, um das metabolische 

Funktionieren dieser Produkte zu gestatten. Bei Mikrokapseln, welche Insulin-herstellende 
20 Inseizellen enthalten, werden zum Beispiel intramuskulare Stellen eine ausreichende Exposition 

an das Blutkreislaufsystem gewahren, um die effektive Verwendung des Insulins zu ermog- 

lichen. 

Beispiel 1 

25 Aktivieru ng von PEO linter Verwendung von Carbodiimidazol 

Es wurden drei getrennte Reaktionen durchgefiihrt, wobei jede PEO von einer unterschied- 
iichen Molekulargewichtsklasse einsetzte. Es wurde jeweils 1 Millimol PEO-5K (5 000d), 
PEO-10K (10 000 d) und PEO-18,5K (18 500 d) verwendet. pas PEO-5K-Material war 

30/ Monomethoxy-endterminiert; somit besafien diese Polymere lediglich eine terminale aktivier- 
bare Hydroxylgruppe, wodurch Quervernetzungsreaktionen in dem Kopplungsschritt minimiert 
wurden. 50%ige Losungen dieser Polymere wurden in wasserfreiem Aceton angesetzt, welches 
iiber-Nacht tiber 4 A-Molekularsiebe getrodcnet worden war, und zu ihnen wurden 5 Millimol 
Carbodiimidazol (CDI) jgegeben. Die Reakdonsmischuhgeh wurden 2 Stunden lang bei . 

35 Raumtemperatur geruhrt.. Die Reaktionsmischungen wurden dann viermal mit ,60 ml 
wasserfreiem Aceton gewaschen, indem die Losung zur Fallung auf 0°C abgekuhlt wurde, 
dekantiert wurde, frisches Losungsmittel zugegeben wurde, , und zur erneuten Auflosung auf 
. 22°C erwarmt wurde. Das Produkt wurde danach lyophilisiert und aufbewahrt. 



Beispiel 2 

Aktivierung von PEO unter Venveridung von Suifonvlchloriden 

Es wurden drei getrennte Reaktionen durchgefiihrt, wobei jede PEO von einer unter- 
schiedlichen Molekulargewichtsklasse einsetzte. Es wurde jeweils 1 Millimol PEO-5K, PEO- 
10K und PEO-18,5K verwendet Das PEO-5K-Material war ^onomethoxy-endtenniniert; 
somit besafien diese Polymere ledigiich eine. terminate aktivierbare Hydroxylgruppe, wodurch 
Quervemetzungsreaktionen in dem Kopplungsschritt minimiert wurden. 50%ige (w/v) 
Losungen dieser Polymere wurden in wasserfreiem Aceton angesetzt, welches uber Nacht uber 

4 A-Molekularsiebe getrocknet worden war. Die Losungen wurden auf 4°C gekuhlt, und 

5 Millimol Trifylchlorid oder PFBS wurden diesen Losungen zusammen mit 10 Millimol 
Pyridin zugegebea Die Reaktionsmischung wurde 2 Stunden lang bei Raumtemperatur mecha- 
nisch geriihrt, wonach sie 2weimal mit je 60 ml Methanol, enthaltend 0,2 ml konzentrierte HC1, 
dreimal mit je 60 ml Methanol mit 50 jil HC1, und schliefilich mit reinem Methanol gewaschen 
wurde. Die Waschungen wurden durch Solublisieren bei 40°C und Fallung bei 4°G, gefolgt von 
Zentrifugation bei 1000 rcf durchgefiihrt. Mittels Ultraviolett-Spektrophotometrie wurde 
uberpruft, daB die letzte Waschung frei von jeglichem verbleibenden Pyridin ist. Das Produkt 
wurde lyophilisiert und bei 4°C aufbewahrt. 

Beispiel 3 

Aktivierung von PEO unter Verwe nduns von p-Nitrophenvlchlbrcarbonat 

Es wurden drei getrennte Reaktionen durchgefiihrt, wobei jede PEO von einer unterschied- 
lichen Molekulargewichtsklasse einsetzte. Es wurde jeweils 1 Millimol PEO-5K, PEO-lOK und 
PEO-18,5K verwendet. Das PEO-5K-Material war Monomethoxy-endterminiert; somit 
besafien diese Polymere ledigiich eine terminate aktivierbare Hydroxylgruppe, - wodurch 
Quervemetzungsreaktionen in dem Kopplungsschritt minimiert wurden. 50%ige Losungen 
dieser Polymere wurden in Aceton angesetzt, welches Uber Nacht uber 4 A-Molekularsiebe 
getrocknet worden war. Die Losungen wurden auf 4°C abgekuhlt, und jeweils . 5 Millimol 
Pyridin und Triethylamin und 5 Millimol p-Nitrophenylchlorcarbonat (Chldrocarb) wurden 
zugegeben. Die Mischungen wurden mechanisch genihrt und man lieB die Reaktion 2 Stunden 
lang bei Raumtemperatur voranschreiten. Die Reaktionsmischxmg wurde dann mit kaltem. 
Aceton gewaschen, indem 60 ml Aceton bei Raumtemperatur zugegeben wurden, auf 4°C 
abgekiihlt und bei 1000 rcf zentrifugiert wurde. Das Waschen wurde einmal mit Aceton, dann 
mit einer 5%igen Essigsaurelosung in Dioxan, und schliefilich mit Methanol wiederholt. Das 
Produkt wurde lyophihsiert und aufbewahrt. 
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• Beispiel 4 , 
Kopplune von aktjviertem PEO an PT I 

20 mg PolyKL-Lysin) (PLL), Molekulargewicht etwa 17 000, wurden zujeder 50%igen.(w/v) 
Losung der obenstehenden aktivierten Polymere in 500 mM Natriumboratpuffer (pH 9) 
24 Stunden lang zugegeben. Die Koppiungsreaktion wurde durch Abblocken unter Verwen- 
dung von 0,36 ml 14 M Mercaptoethanol gestoppt. Das Abblocken wurde 10 Stunden lang 
voranschreiten gelassen. 

Das auf PLL gepfropfte PEO-5K und das auf PLL gepfropfte PEO-10K bildeten klare 
Ldsungen. Andererseite frihrte das auf PLL gepfropfte PEO-18.5K zu der Bildung eines 
makromolekularen Netzwerks von sehr hohem Molekulargewicht, welches die Konsistenz 
eines Gels aufwies. Einige Abschnitte dieses Gels waren bei weherer Verdunnung loslich, aber 
manche quervemetzte Be'reiche blieben unloslich. 

Es wurde kein Versuch unternommen, das nicht-umgesetzte PEO vomPLL-g-PEO zu trennen. 
Das AusmaB der Reaktion wurde unter Verwendung von spektrophotometrischer Titration der 
Amingruppen abgeschatzt, wobei die Amingruppen mit 2,4,6-TrinitrobenzoIsulfonsaure umge- 
setzt wurden, wodurch ein Produkt, welches bei 440 nm absorbiert, gebildet wurde. 

Beispiel 5 

Beziehung des Molekulargewicht^ des w^. erloslichen nirhtionischen Pnly m^ 
zur Permeabilitat der Milfrn^^ar^ 

Es wurde festgestellt, daB die Verwendung des auf das polykationische Polymer gepfropften 
wasserloslichen nichtionischen Polymers die Permeabilitat der Mikrokapseln beeinfluBt. Die 
Mikrospharen wurden unter Verwendung von auf PLL gepfropftem PEO von variierenden 
Molekulargewichten als AuBenschicht einer Zweischicht-Mikrosphare gebUdet. Das Verhaltnis 
der Grofiedes verwendeten PEO zur Permeabilitat der Mikrospharen wurde untersucht. 

Zur Mikrospharenherstellung wurden 5 ml Algin-Losung mit 100 m1 125 I-markiertem BSA ge- 
mischt. Die Mikrospharen wurden gemaB Standardverfahren hergestellt. PLL-g-PEO mit PEO- 
Ketten von 5 000 d, 10 000 d uhd 100 000 d wurden als die AuBenschicht verwendet Es 
wurden Koritrolbpharen rnit nicht-gepfropftem PLL als der AuBenschicht gebildet. Die 
Mikrospharen wurden mit Citrat degelliert. Die degellierten Mikrospharen wurden in 10 ml 
Gitratlosunginkubiert, welche periodisch mittels Proben auf die Gegenwart von ^i./^^ 
untersucht wurde, welches durch die Membran sezemiert worden war. Fur diese Proben- 
untersuchung wurden 1 ml groBe Aliquots in einem Gamma-Szintillationszahler ausgezahlt 



Wie in der Figur 1 ersiphtlich, nahm die Permeabilitat der Mikrospharen direkt proportional zur 
GroBe der PEO-Komponente der Aufienschicht zu, wobei die Kontrollspharen mit dem nicht- 
gepfropften PLL am wenigsten permeabel waren. 

5 Die Auswirkurigen der Gegenwart von PEO auf die Permeabilitat konnten durch Erhohen der 
Anzahl der verwendeten Schichten ziir Biidung der Mikrospharen umgekehrt werdeiL GemaB 
Standardverfahren wurden Mikrospharen mit zwei bis vier Schichten gebildet. Wie aus der 
Figur 2 ersichtlich ist, hatten Mikrokapseln mit PEO, welche 4 Schichten besaBen, wobei die 
irinere polykationische Schicht aus nicht-gepfropftem PLL bestand, die gleichen Permeabilitats- 

10 merkmale wie die KontroUmikrokapseln mit 3 Schichten. Somit veranderte das Variieren der. 
Anzahl von Schichten die Permeabilitatsmerkmale der Mikrospharen, und ^ie Erhohung der 
Anzahl von Schichten, unter Verwendung einer inneren Schicht aus nicht-gepfropftem PLL, 
fiihrte die Mikrokapseln zu ihrer ursprunglichen Permeabilitat, bezogen auf die Standard- 
Mikrokapsel, zuriiclc 

15 • ' . 

Beispiel 6 

Implantation \ 

Es wurden etwa 0,5 ml der Mikrokapseln fiir jede Probe verwendet. Die Proben wurden 
20 zweimal in jeweils 10 ml isotonischer Salzlosung gewaschen. Nach der letzten Waschung 
wurde jede Probe der Mikrokapseln in 5 ml Phosphat-gepufferter Salzlosung (0,2 M), pH 7,4, 
(PBS) suspendiert und in zwei gleiche Teile aliquotiert. Fur jede Zusammensetzung wurden 
zwei Tiere, 16-20 Wochen alte mannliche Schweizer Sprague-Dawley-Mause, verwendet. Die 
Implantationen wurden unter Verwendung einer Nadel mit einer 15er-Eicheinteilung (15 gauge 
25 needle) intraperitoneal (i.p.) vorgenommen. Die Tiere befanden sich unter Etherbetaubung. 
Mikrokapseln mit einer auBersten Schicht aus PLU ohne die gepfropften wasserloslichen 
nichtionischen Polymere wurden als Kontrollen verwendet. 

Beispiel 7 

30 CharakterisieriJng implantierter Mikrokapseln • . 

Nach einer Wdche wurden die Implantate unter Verwendung von BauchhChlenspOlung wieder- 
gewonnen. 5 nil PBS, enthaltend 10 U/ml Heparin, wurden mit Druck unter Verwendung einer 
Nadel mit einer 22er-Eicheinteilung injiziert. Die Mikrokapseln wurden unter Verwendung 
35 einer Transferpipette durch ein kleines, in dem Muskellappen uber der Bauchhdhle ange- 
fertigtes, Loch zurilckgewonnen. 
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• a) Zellzahlungen ■ 

Es wurde eine unmittelbare Zahlung derin der Flussigkeit in Verbindung mit den Mikrokapseln 
wiedergewonnenen freien Zellen vorgenommen. Diese Zellen wurden 2 Stunden lang in 

5 Polystyrol-Petrischalen inkubiert und danach gwaschen und in 2%igem Glutaxaldehyd fixiert. 
Es wurde festgestellt, daB diejenigen Zellen, welche an der Petrischale adharierten, nahezu 
gldchfdrmig Makrophagen waren, wie unter Verwendung einer Tecbnik mit monoklonalen 
Antikorpern und sekundarer Fluoreszenz aufgekiart wurde. Der primare Antikorper war ein 
Ratten-anti-Maus-Makrophagen-Antik6rper, Klon#Ml-70.15 yon Sera-Lab, der von Accurate 

10 Chemicals erbalten wurde. Der sekundare Antikorper war ein mit Fluorescein konjugierter 
polyklonaler Ziegen-anti-Ratten-IgG-Antik6rper, welcher von Accurate Chemical ernalten 
wurde. Nach der AntikSrperbehandlung wurden die Proben mittels Fluoreszenzmikroskopie 
betrachtet. Etwas von der direkt gewonnenen Bauchhohlenwaschflussigkeit und einige Kon- 
trollmikrokapseln, welche mit Zellen bedeckt waren, wurden ebenfalls unter Verwendung der 

15 Anukorper-Fluoreszenztechnik behandelt, und es wurde qualitativ beurteilt, daB sie zu etwa 
50 % Makrophagen waren 

Die Ergebnisse, welche in der Figur 4 gezeigt sind, zeigen, daB die Anzahl frei flottierender 
Makrophagen in der Bauchhohlenflussigkeit durch die Verwendung der Produkte dieser 

20 Erfindung verringert wurde. Diese Figur zeigt Zellzahlungen aus den Proben Wie aus dieser 
Figur ersichtlich ist, verringert die Anwendung der in dieser Erfindung beschriebenen 
Technologie die Anzahl von Makrophagen und anderer Zellen, welche durch die Gegenwart 
von Mikrokapseln in der Bauchhohle hervorgerufen wurde. Beweise einer gewissen Fremd- 
korper-Riesenzellbildung wurden in alien Proben beobachtet, welche eine Zellanhaftung auf- 

25 wiesen. Variierende Fluoreszenzwerte wurden bei eioigen Makrophagen beobachtet, was eine 
Artefakt der nicht-gleichmaBigen Farbung sein konnte oder verschiedene Hdhen der zeUularen 
Aktivierung reflektieren kann. Einige Zellen, die keine Makrophagen waren, wurden ebenfells 
beobachtet, aber ihre Anzahl war gering. 

30 Die Anzahl der in der Bauchhohle vorhandenen Zellen war mit dem Molekulargewicht des 
gepfropften PEO invers korreliert. 

b) Mikrophotographien 

35 Die Figuren 5 bis 9 zeigen eine Anzahl von Mikrophotographien der zurOckgewonnenen 
Mikrokapseln. Die Photographien far jeden Typ von Mikrokapseln wurden durch ein 40x- 
Phasenkontrast- und ein 400x-Hoffinan-Optik-Mikroskop aufgenommen Die geringere Ver- 
groBerung wurde verwendet v urn einen breiten Querschnitt der Mikrokapseln wiederzugeben, 
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und die hohere Vergrofierung wurde verwendet, um die Oberflache der Mikrokapseln zu 
untersuchen urid die Zellanhaftung genau zu untersuchen. 

Die in der Figur 5 gezeigten Kontrollmikrokapseln zeigten, wie erwartet,,eiri starkes zeliulares 
5 Uberwachsen* Die Figur 5a zeigt eine Anzahl von Mikrospharen, weiche durch das 
> Uberwachsen von Zellen verdunkelt sind. Die Figur 5b ist eine Version von hoherer Auflosurig 
der Figur 5a, weiche individuelle Zellen auf der Oberflache zeigt. 

Gemafi der hier beschriebenen Erfindung hergestellte Mikrokapseln zeigten eine gerinjge oder 
10 keine Zellanhaftung. Dies kann durch die Klarheit und Transparenz der Mikrokapselober- 
flachen bei der 40fachen VergroGerung ersehen werderi. Daruber hinaus zeigen die Ober- 
flachen der unter Verwendung der Tiifylchlorid- und Chlorcarbonat-Technologie hergestellten 
Mikrokapseln bei 400facher VergrGBerung saubere Oberflkchen. 
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5 P A TEN T A N S PRUC HE 

Biokompatible Mikrokapsel zur Transplantation in ein Tier, wobei die Mikrokapsel eine 
Membran von mehr als einer Schicht umfaBt, worin die auflerste polykationische Schicht der 
Membran ionisch mit einer anderen Membranschicht yernetzt ist und aus einem, auf ein 
poiykationisches Polymer gepfropften, wasserloslichen nichtionischen Polymer von zwischen 
2 000 und 50 000 Dalton aufgebaut ist 

2. Mikrokapsel nach Anspruch 1, worin das wasserlosliche nichtionische Polymer Poly(etbylen- 
oxid), PoiyCvinylpyrrolidon); Poly(ethyloxazolin), PoIy(vinylalkohol) oder ein Polysaccharid 

15 ist. 

3. Mikrokapsel nach Anspruch I oder 2, worin das Pofy(ethylenoxid) zwischen 2 000 und 
50 000 Dalton aufweist 

20 4. Mikrokapsel nach Anspruch 2, worin das Polysaccharid Dextran oder Hyaluronsaure ist 

5. Mikrokapsel nach mindestens einem der vorstehenden Anspruche, worin das wasserlosliche 
nichtionische Polymer unverzweigt ist. 

> 

25 6. Mikrokapsel nach mindestens einem der vorstehenden Anspruche, worin das polykationische 
Polymer eine polykationische Polyaminosaiire, Polyethylimin oder PqlyaUylamin, oder ein 
Copolymer davon ist 

7. Mikrokapsel nach mindestens einem der vorstehenden Anspruche, worin das polykationische 
30 Polymer Polylysin, Polyornithin, Polyethylenimin, Polyallylamin oder ein gemischtes 

Copolymer davon ist. 

8. Mikrokapsel nach Anspruch 7, worin das Polylysin zwischen 10 000 d und 75 000 d 
aufweist 

35 ••: • • • . • - 1 . • . 

9. Mikrokapsel nach Anspruch 8, worin das Polylysin 17 500 d aufweist 
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10. Mikrokapsei nach mindestens einem der vorstehenden Ansprtiche, ~ worin die auBerste 
. polykationische Schicht die auBerste Schicht der Mikrokapsei ist. , 

11. Verfahren zur Herstellung eines, auf ein polykationisches Polymer gepfropften, wasser- 
loslichen nichtionischen Polymeren, wdches folgendes umfaBt: 

(a) Aktivieren der reaktiven Gruppen, welche filhig sind, an ein Kopplungsmittel auf dem 
wasserloslichen nichtionischen Polymer koyalent gebunden zu werden, durch Venvendung 
eihes Carbodiimidazpl-, Sulfonylchlorid- pder Chlorcarbonat-Aktivierungsmittels, und 

(b) Koppeln des aktivierten wasserlSslichen nichtionischen Polymers an ein polykationisches 
Polymer. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1, worin das Aktivierungsmittel ein Sulfonylchlorid ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, worin das Sulfonylchlorid Trifylchlorid, Tresylchlorid, 
Tosylchlorid oder Pentafluorbenzolsulfonylchlbrid ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 11, worin das Chlorcarbonat p-Nitrophenylchlorcarbonat, 
2,4,5-Trichlorpiienylchlorcarbonat oder N-Hydroxysuccinamidchlorcarbonat ist. 

15. Verfahren nach mindestens einem der Anspniche 11 bis 14, worin die reaktiven Gruppen 
Hydroxyle, Carboxyle, Diole, Aldehyde, Amine oder Tbiole sind. 

16. Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 11 bis 15, worin die nichtionischen 
wasserl6slichen Polymere wie in mindestens einem der Ansprtiche 2 bis 5 definiert 
beschaffen sind. 

17. Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 11 bis 16, worin die polykationischen 
Polymere wie in mindestens einem der Ansprtiche 6 bis 9 definiert beschaffen sind. 

18. Verfahren zur Herstellung einer biokompatiblen Mikrokapsei, wie in mindestens einem der 
Ansprtiche 1 bis 10 definiert, welches folgendes umfaBt: 

a) Aktivieren der reaktiven Gruppen, welche fahig sind, an ein Kopplungsmittel auf einem 
wasserloslichen nichtionischen Polymer kovalent gebunden zu werden, und 
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b) Koppeln des aktivierten wasserioshchen nichtionischen Polymeren an ein pdlykationisches 
Polymer unter Bildung eines Pfropfcopolymeren, 

c) ionisches Vernetzen des Pfropfcopolymeren an eine auBerste Schicht einer Mikrokapsel- 
5 Membran. 

19^ Verfahren nach Anspnich 18, worin das Aktivierungsmittel ein Carbodiimidazol, Sulfonyl- 
chlorid oder Chlorcarbonat ist f 

10 20. Zusammensetzung, geeignet zur Behandhing einer Oberflache, urn deren Biokompatibilitat 
und B estandigkeit gegen zellulares Uberwachsen zu verbessern, wobei die Zusammen- 
setzung folgendes umfaBt: 

eine w&Brige Ldsung eines pharmazeutisch annehmbaren wasserloslichen Blockcopolymeren, 
15 umfassend ein wasserlosliches nichtionisches Polymer von zwischen 2 000 und 50 000 

Dalton, das auf ein polykationisches Polymer gepfropft ist. 

21. Zusammensetzung von Anspruch 20, worin das Blockcopolymer fahig zur ionischen Ver- 
netzung an die Oberflache ist 

20 

22. Zusammensetzung, wie beansprucht in Anspruch 20 oder 21, wobei das polykationische 
, Polymer ein Polypeptid, ein Polyimin oder ein Polyallylamin ist und ein Molekulargewicht 

von 10 000 bis 75 000 d aufWeist. 

• - • ■ » 

25 23. Zusammensetzung von Anspruch 22, worin das polykationische Polymer Polylysin, Poly- 
prnithin, Polyethylenimin, Polyallylamin, gemischte Copolymere davon oder Mischungen 
darausist 

24. Zusammensetzung, wie beansprucht in mindestens einem der Anspriiche 20 bis 23, worin das 
30 * nichtionische wasserlosliche Polymer Poly(ethylenoxid), Poly(vinylpyrroIidon), Poly(ethyl- 

oxazolin), Poly(vinylatkohol) oder Polysaccharid ist und ein Molekulargewicht zwischen 
2 000 und 50 000 d aufweist. 

25. Zusammensetzung von mindestens einem der Anspruche 20 bis 24, worin das Blockco- 
35 polymer durch Pfropfen von mehr als einem nichtionischen Polymer auf ein polykationisches 

Polymergrundgeriist gebildet wird. 
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26. Verfahren zur Verbesserung der Biokompatibilitat einer Mikrokapsel, dadurch gekenri- 
zeichnet, daB die Zusammensetzung von niindestens einem der Anspriiche 20 bis 25 einer 
waBrigen Losung, welche die Mikrbkapsel enthalt, zugegeben wird. 

<r . ' . ■ 

5 27. Verfahren nach Anspruch 26, worin die Verbesserung der Biokompatibilitat nach der 
Behandlung mit dem Pfropfcopolymeren als mindestens eines unter folgendem nachgewiesen 
wird; 

a) Venninderung des Anhaflens von Zellen aus einem Tier an eine Mikrokapsel nach der 
10 Behandlyng; 

b) Verminderung der Immunantwort eines Tiers gegen eine Mikrokapsel nach der Behandr 
lung; oder \ 

1 5 c) Verminderung des Oberwachsens einer Mikrokapsel durch Zellen aus einem Tier nach der 

Behandlung. 

28. Verfahren zur Behandlung einer Oberflache, urn deren Biokompatibilitat und Bestandigkeit 
gegen zellulares Uberwachsen und Proteinanheftung zu verbessem, welches folgendes 

,20 umfaBt: 

Anheften eines wasserloslichen Blockcopolymeren, umfassend ein wasserlosliches nicht- 
ionisches Polymer von zwischen 2 000 und 50 000 Dalton, das an ein polykationisches 
Polymer geptfopft ist, an die Oberflalche. 

25 

29. Verfahren nach Anspruch 28, worin das Blockcopolymer durch ionische Vemetzung an der 
Oberflache anhaftet 

30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, worin das polykationische Polymer ein Polypeptid, ein 
30 Polyimin oder ein Polyallylamin ist xmd ein Molekulargewicht von 10 000 bis 75 000 d auf- 

weist. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, worin das polykationische Polymer Polylysin, Polyomithin, 
Polyethylenimin, Polyallylamin, ein gemischtes Copolymer davon oder eine Mischung daraus 

35 . ist 1 . 



32; Verfahren nach niindestens einem der Anspruche 28 bis 3.1, worin das nichtionische wasser- 
Iosliche Polymer Poly(ethylenoxid), Poly(vinylpyrroUdon), PoiyCethyloxazolin), Poly(vinyl- 
alkohol) Oder Polysaccharid ist und einMolekulargewicht von 2 000 bis 50 000 aufweist. 

5 33. Verfahren nach Ansprach 28, worth die Verbesserung der BiokompatibUitat nach der 
Benandlung mit dem Pfropfcopolymeren als mindestens eines unter folgendem riachgewiesen 
wird: 



10 



a) Venninderung des Anhaftens von Zellen aus einem Tier an die Oberflache nach der 
Behandlung; 



15 



b) Venninderung der Immunantwort eines Tiers gegen die Oberflache nach der Behandlung; 
oder 

c) Venninderung des Uberwachsens der Oberflache durch ZeUen aus einem Tier nach der 
Behandlung. 
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